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® Hopfenextrakte, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung 

(5?) Beschrieben sind neue Hopfenextrakte mit erhdhtem 
Gehalt an prenylierten Chalkonen und Flavonen, Verfah- 
ren zur iher Herstellung, pharmazeutische Zubereitungen, 
umfassend solche Hopfenextrakte, sowie die Verwen- 
dung dieser Hopfenextrakte zur Prophylaxe und Therapie 
von Krankheitszustanden, die durch einen Mangel an 
Ostrogenen oder durch Dysregulationen des Ge- 
schlechtshormonstoffwechsels hervorgerufen werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Hopfenextrakte, Vertahren zu ihrcr Hcrstellung und die Verwendung von 
Hopfcncxtraklen zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustanden, die durch einen Mangel an Oslrogenen oder 
5 durch Dysregulationen des GeschlechtshomionstotYwechsels, insbesondere des OstrogcnstofFwechsels, hervorgerulen 
werden. 

[00021 Die groBle Bedeutung des Hopfens liegt nach wie vor in seiner Verwendung bei der Bierherstellung. Aufgrund 
seiner Bitter- und Aromastoffe ist er fur den Geschmack des Bieres ausschlaggebend. Dariiber hinaus haben diese Stoffe 
wegen ilirer antimikrobieilen Eigenschaften eine gewisse Bedeutung bei der Konservierung des Bieres. 
io [0003] Das zu Beginn der achtziger Jahre vorliegende wissenschaftliche Erkenntnismaterial zum Hopfen fuhrte zu ei- 
ner positiven Monographic durch die Kommission E des damaligen Bundesgesundheitsamtes (Banz. vom 5. Dezember 
1985 bzw. 13. Marz 1990). Damit ist die Verwendung des Hopfens bei Einschlafstdrungen, Unruhe und Angstzustanden 
grundsatzlich zugelassen. 

[0004] Der Hopfen besitzt schon seit langer Zeit eine arzneiliche Bedeutung als mildes Sedativum in der Vblksrnedizin. 
15 Verantwortlich fur diese Wirkung sind wahrscheinlich die oxidationsempfindlichen a- und P-Bittersauren. Fur diese In- 

haltsstoffe wurden in jungerer Zeit auch Radikalfangereigenschaften sowie die Lipidperoxidation hemnienden Eigen- 

schaften nachgewiesen (M. Tagashira et aL, Biosci. Biotech. Biochem. 59, 740-742 (1995)). In der EP0 677 289 A2 

werden auBerdem pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung der Osteoporose beschrieben, die Verbindun- 

gen aus der Gruppe der a-Bittersauren und der a-iso-Bittersauren enthalten. 
20 [0005] In den letzten Jahren wurden neben den a- und P-Bittersauren (J. Holzl, Zeitschrift fur Phytotherapie 13, 

155-161 (1992)) verstarkt auch die phenolischen Inhaltsstoffe des Hopfens untersucht und es wurden neben dem schon 

langer bekannten Xanthohumol 1 zahlreiche weitere Verbindungen vom Flavontyp in der Hopfenpflanze gefunden (J. 

EX Stevens et aL, Phytochemistry 44, 1575-1585 (1997), J. F. Stevens et aL, J. Chromat. A 832 (1-2), 97-107 (1999)). 

Es handelt sich hierbei in erster Linie um isoprenylierte Flavonoide wie z. B. 6- oder 8-Prenylnaringenin 2 und 3 sowie 
25 Isoxanthohumol 4. Stevens et al. (Phytochemistry 53, 759-775 (2000)) untersuchten auch die Chemotaxonomie von 

Hopfenarten und -laxa. 




55 3 4 

[0006] Immer wieder wurde beobachtet, dass bei Hopfenpfluckerinnen Menstruationsstorungen auftraten, die auf 
ostrogene Substanzen im Hopfen zuruckgefuhrt wurden, ohne dass diese Effekte aber eindeutig einem oder mehreren In- 
haltsstoffen zugeordnet werden konnte. Inzwischen konnte diese ostrogene Aktivitat des Hopfens bestatigt werden. Da- 

60 bei zeigte sich, dass 8-Prenylnaringenin 3 im wesentlichen fur diese Wirkungen verantwortlich ist (S. R. Milligan et aL, J. 
Clin. Endocrinol. Metab. 84, 2249-2252 (1999)). Die in-vitro ostrogene Aktivitat dieser Verbindung zeigte sich an ihrer 
relativen Bindungsafflnitat an Ostrogenrezeptoren und wurde insbesondere anhand der Stimulation der alkalischen Phos- 
phatase in Ishikawa-Var-I-Zellen getestet. Dabei zeigte sich, dass 8-Prenylnaringenin wesentlich aktiver war als bisher 
bekannte Phytoostrogene wie Coumestrol, Genistein oder Daidzein, und nur wenig schwacher wirkte als 1 7(i-OstradioL 

65 Milligan et al. (J. Endocrin. Metabol. 85, 4912-4915 (2000)) berichteten auch iiber die Bindung verschiedener phenoli- 
scher Hopfeninhaltsstoffe an einen von Hefezellen exprimierten hurnanen Ostrogenrezeptor. Dabei zeigte wiederum 8- 
Prenylnaringenin die starkste ostrogene Aktivitat. Schwachere ostrogene Eigenschaften zeigten 6-Prenylnaringenin, 6,8- 
Diprenylnaringenin und 8-Geranylnaringenin. Miyamoto et aL (Planta Med. 64, 516-519 (1998)) konnten zeigen, dass 
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8-Prcnylnaringcnin das Ulerusgcwiph! und die Knochcndichic bei ovarieclomiertcn Ratten nonnalisicrt. Weilerhin wird 
in der JP08 165238 (ref. CA 125: 158632) die Ostrogen-agonistischc Aktivitai einer Reihe von 8-prenylierien Flavon- 
derivatcn, darunter auch 8-Prenylnaringenin, beschriebcn. 

1 0007] In neucrcn Studien konnte nachgewicscn werden, dass cinige l ; lavonoidc dcs Hopfcns, insbesondere Xantho- 
humol 1, an f den SlofTwcchscl von Zellen cinwirken konnen. Sie sind in der Lage. Enzymreaktioncn, die bci dcr Enisle- 5 
hung von Tumorzellcn cine wichtige Rolle spielen, positiv zu beeinflussen. Daniii konnen dicse Verbindungen als Krebs- 
praventiva angesehen wcrden (Tagung der deutschen Gescllschaft fur Hopfen forschung, Stand der Erkenntnisse zum 
HopfeninhaltsstorY Xanthohumol, 24. Mara 1998, Aschheim). Miranda el al. (Food Chem. Tox. 37(4), 271-285 (1999)) 
berichteten uber siarke antiproliferative Aktivitai von Xanthohumol 1 und Isoxanthohumol 4 an humanen MCF-7 Brusl- 
krebszellen, sowie an HAT-29 Dickdann- und A-2780 Ovar-Krebszelilinien. to 
1 0008] Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Xanthohuniol 1 Knochenschwund henunend beeinflusst. Seine 
Verwendung als Therapeutikum gegen Osteoporose ist in der EP 0 679 393 Bl beschrieben. Obwohl die Erfinder ostro- 
gene Kigenschaften von Xanthohumol postulieren, werden diese aber nicht demonstrien. Ttti Gegenfeil schlossen S. R. 
Milligan et al. (Pharm. Pharmacol. Lett 7, 83-86 (1997) eindeutig aus, dass die Osteoporose-hemmenden Aktivitai von 
Xanthohumol auf einer ostrogenen Wirkung beruht, da sie entsprechende Aktivitaten weder an der humanen Endome- 15 
trium-Karzinomzellline Ishikawa noch in einem Hefe-Reportergen-Assay (S. R. Milligan et al., J. Clin. Endocrinol. Me- 
tabol. 84, 2249-2252 (1999)) nachweisen konnten. Entgegen diesen Untersuchungen wird in der vorliegenden Ertindung 
demonstrien, dass Xanthohumol 1 und Isoxanthohumol 4 mil vergleichbarer Aktivitai an die Ostrogenrezeptoren alpha 
und beta binden. 

[0009] Kumai und Okamoto (Toxicology Letters 21, 203-207 (1984)) berichteten uber hochmolekulare Kohlehydrat- 20 
fraktionen aus rein wassrigen Hopfenextrakten, die bei mil PMS-Gonadotropin vorbehandelten jungen Ratten das Ovar- 
gewicht verringerten. Okamoto und Kumai (Acta Endocrinologica 127, 371-377 (1992) bestatigten diese Befunde auf- 
grund der Beobachtung von erniedrigten 1 7|3-Ostradiol- und LH-Blutspiegeln, verursacht durch Gabe von rein wassri- 
gem Hopfenextrakt. 

[0010] In der DE 199 39 350 Al wird ein Hopfenextrakt mil einem erhohten Xanthohumolgehalt beschrieben. Dieser 25 
Extrakt soil Bier sowie fruchtsaflh alii gen Erfrischungsgeiranken zugesetzt werden. Uber die Anwesenheil von prenylier- 
tcn Naringcnincn in dicscm Extrakt ist nichts bckannt. GemaB dem Ausfuhrungsbcispicl wird das Xanthohumol mit 
50 Gew.-% Ethanol aus dem Hopfen extrahiert. Dies fuhrt aber nicht zu einer optimalen Extraktion des Xanthohumols, 
da dies erst mit hochprozentigem Ethanol (> 80% Gew.) mit hoher Wiederfindung in den Extrakt ubergeht. 
[0011] In der WO 83/00701 A 1 wird ein Verfahren zur Gewinnung ostrogenwirksamer Stoffe aus Hopfen beansprucht, 30 
dadurch gekennzeichnet, dass zunachst ein Kohlendioxid-Extrakt aus Hopfen unter Zusatz von Wasser als Schleppmittel 
hergestellt wird und anschlieBend daraus die ostrogenwirksamen StoflFe mittels Etherextraktion oder chromatographi- 
scher Verfahren erhalten werden. Ferner wird die Verwendung dieser Stoffe als Zusatz zu Futtermitteln, fur kosmetische 
Mitteln oder als Badezusatz beansprucht. Uber die Naiur dieser ostrogenwirksamen Stoffe werden keinerlei Angaben ge- 
macht. 35 
[0012] In der WO 01/30961 Al wird ein Verfahren zur Gewinnung von stabilen Bierbrauzusatzen beansprucht, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Hopfen treber-Riickstand der Kohlendioxid-Extraktion mit einem polaren Losungsmittel, 
vorzugsweise heiBem Wasser, extrahiert wird, der Extrakt anschlieBend angesauert, mit einem unpolaren Losungsmittel, 
vorzugsweise Hexan, gewaschen und - ggf. nach Trocknung - als Brauzusatz verwendet wird. Der ubrigbleibende Tre- 
ber wird verworfen. 40 
[0013] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Pflanzenextrakte bereitzustellen, die zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustanden geeignet sind, die durch einen Mangel an 
Ostrogenen oder durch Dysregulationen des Geschlechtshormonstoffwechsels, insbesondere des Ostrogenstoffwechsels, 
verursacht werden. 

[0014] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung solcher Extrakte so- 45 
wie diese umfassende pharmazeutische Zubereitungen, die zur Behandlung der vorstehend genannten Krankheitszu- 
stande geeignet sind. 

[0015] Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB durch den Hopfenextrakt gemaB Patentanspruch 1 und 2, die Verfah- 
ren gemaB den Patentanspriichen 3-12, die pharmazeutische Zubereitung gemaB Patentanspruch 13 sowie die Verwen- 
dung der Extrakte oder der pharmazeutischen Zubereitung gemaB den Patentanspriichen 14-16 gelost. 50 
[0016] Die vorliegende Erfindung beruht unter anderem auf dem uberraschenden Befund, dass aus Hopfendroge nach 
Entfernung von lipophilen und hydrophilen Ballaststoffen Extrakte erhalten werden, welche die phloroglucinolartigen 
Hopfenbittersauren nach wie vor enthalten, gleichzeitig freie und/oder gebundene Chalkone undFlavone wie Xanthohu- 
mol, Isoxanthohumol sowie 6- und 8-Prenylnaringenin dagegen in angereicherter Form enthalten. Insbesondere uberra- 
schend ist die Tatsache, dass der Gehalt an 6- und 8-Prenylnaringenin von der Temperatur der Wasservorextraktion ab- 55 
hangt (s. Beispiel 3) und bis zu ca. einem Faktor 2 gesteigert werden kann. 

[0017] Fig. 1 veranschaulicht die Abhangigkeit der Konzentration der analysienen Inhaltsstoffe von der Temperatur 
der Wasservorextraktion. 

[0018] Ein solcher Extrakt kann durch ein- bis mehrmalige Extraktion mit einem Cs-Cy-Alkan oder mit uberkritischem 
C0 2 (Entfettungsstufe), nachfolgende Extraktion des verbleibenden Drogenriickstandes mit Wasser und daran anschlie- 60 
Bende Extraktion des ubrig bleibenden Drogenriickstandes mit einem mittelpolaren Losungsmittel ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Alkoholen, wassrigen Alkoholen, Ketonen, wassrigen Ketonen, Estern und ggf. nachfolgende 
Flussig-Flussig-Verteilung erhalten werden. Uberraschenderweise gehen die Hopfenbittersauren nicht vollstandig, son- 
dern nur zu einem Teil in den lipophilen Extrakt uber, wahrend auf der anderen Seite die Chalkone und Flavone bei der 
Wasserextraktion nahezu vollstandig im Drogenriickstand verbleiben. Dadurch ist es moglich, einen Hopfenextrakt zu 65 
erhalten, der alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe (Bittersauren, Chalkone, Flavone) in einem ausgeglichenen 
Verhaltnis enthalt. Durch dicse gunstige Zusammensetzung aus mehreren therapeutischen Wirkprinzipien ist dieser Ex- 
trakt in idealer Weise bei Krankheitszustanden cinsetzbar, die durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch andere hor- 

3 
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monelle Dysregulationen verursacht werden. 

(00191 Die erfindungsgemaBen Hopfenextrakte sind zur Prophylaxe und Bchandlung von mil dem Khmaktenum odcr 
der Post menopause bei Fraucn einhergchenden Bcschwcrdcn gecignct, wobci die Symptome untcr anderem Hitzewal- 
lungen, Depressionen, Angstzustande, geistige Vcrwirrthcil, Sehlaflosigkeit sowie mil der Post menopause zusammen- 

s hangende emsthafie Gesundhcilsproblemc wie Osteoporose, Herz-Kreislaiiferkrankimgen, SchlaganfalL Demenz und 
Tumorerkrankungen umfassen. Anderc Erkrankungen, die auf eincr Dysregulation des Geschlechtshonnonstofi wechsels 
beruhen und mit dem erfindungsgemaBen Extrakt behandelt werden konnen, sind z. B. Amenorrhoe, anovulatonsche Zy- 
klen Mcnomeirorragie, prenienstruelle Beschwerden und postpart ale Depressionen. Desgleichen konnen diese Exlrakte 
zur Bchandlung Gcschlechtshormon-abhangiger Krankheiten beim Mann verwendet werden, wie z. B. der bemgnen Pro- 

to statahvperplasie oder dem Prostatakarzinom. 

[0020] Die iiberraschend hone ostrogene Aktivitat der erfindungsgemaBen I Iopfenextrakte wurde sowohl mit einem 
kompetetiven Rezeptorbindungsassay fur die humanen Ostrogenrezeptoren alpha und beta als auch in einem rekombi- 
nanten Hefe-Assay im Vergleich zur Aktivitat von 1 7p-Ost.radiol nachgewiesen. Tm Gegensatz dazu zeigen herkommh- 
che Standard-Hopfenextrakte bei gleicher Dosierung wesentlich schwachere oder keinerlei Aktivitat. 

15 [0021] Fig. 2 zcigt die Aktivitat eines Vergleichsextraktes und zweier erfindungsgemaBer Hopfenextrakte in einem 
Hefe-Reportergenassay. 

[0022] ErrindungsgemaB wird ein Hopienextrakt mit einem gegenuber herkommhehen, insbesondere wassng-alkoho- 
lischen Extrakten erhohtem Gehalt an freien und/oder gebundenen Chalkonen undRavonen, insbesondere 6- und 8-Pre- 
nylnaringenin, Xanthohumol und Isoxanthohumol bereitgestellt, der gleichzeitig noch a- und eventuell p-Bittersauren 
20 (Humulon bzw. Lupulon und dessen Derivate) enthalt. 

[0023] Weiter wird erfindungsgemaB ein Verfahren zur Herstellung dieser Hopfenextrakte bereitgestellt, umfassend 
die Schritte: 

(a) ein- oder mehrmaliges Extrahieren einer Hopfendroge mit einem C 5 -C 7 -Alkan oder uberkritischem C0 2 und 
->5 Abtrennen des Drogenriickstandes von der Extraktionslosung; 

(b) ein- oder mehnnaliges Extrahieren des Drogenruckstandes aus Schritt (a) mit Wasser und Abtrennen des Dro- 
genriickstandes; 

(c) ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenruckstandes aus Schritt (b) mit einem Losungsmittel ausgewantt 
aus der Gruppe bestehend aus ALkoholem wassrigen Alkoholen, Ketonen, wassrigen Ketonen und Estern sowie Fil- 

30 trieren der erhaltenen Extraktionslosung; und 

(d) Entfemen des Losungsmittels aus den in Schritt (c) erhaltenen vereinigten Extraktlosungen und Trocknen des 
erhaltenen Riickstands. 

Das Verhaltnis Droge zu Losungsmittel liegt bei jedem Extraktionsschritt im Bereich von etwa 1 : 7 bis etwa 1:12. 
35 [0024] Die Extraktion mit einem C 5 -C 7 -Alkan oder uberkritischem C0 2 in Schritt (a) wird vorzugsweise ein-, zwei- 
oder dreimal, insbesondere dreimal, durchgefiihrt. 

[0025] Die Extraktion mit uberkritischem CO2 ist besonders bevorzugt 

[0026] Das C 5 -C 7 -Alkan in Schritt (a) ist vorzugsweise ein C 5 -C 7 -n-Alkan aus der Gruppe bestehend aus n-Pentan, n- 
Hexan und n-Heptan, wobei n-Heptan ganz besonders bevorzugt ist. 

[0027] Die Extraktion in Schritt (b) wird vorzugsweise bei einer Temperatur zwischen 60 und 95 C, vorzugsweise bei 
90°C, durchgefiihrt wobei die Extraktionsdauer 1 oder mehrere Stunden betragen kann. 

[0028] Das Losungsmittel in Schritt (c) ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Ethanol, wassngem 
Ethanol Methanol, wassrigem Methanol, Aceton, wassrigem Aceton und Ethylacetat, wobei 80 bis 96% (g/g) Ethanol, 
74 bis 99% (g/g) Methanol bzw. 60 bis 99% (g/g) Aceton bevorzugt ist und 92% (g/g) Ethanol besonders bevorzugt 1st. 
[0029] Der erfindungsgemaBe Hopfenextrakt ist gekennzeichnet durch einen Gehalt an a-Bittersauren von mindestens 
0,5%, vorzugsweise mindestens 1%, an Xanthohumol von mindestens 2%, vorzugsweise mindestens 3% und insbeson- 
dere mindestens 4% und an prenylierten Flavonen von mindestens 0,5%, vorzugsweise mindestens 0,7%. Die prenyher- 
ten Flavone umfassen vorzugsweise 6-Prenylnaringenin, 8-Prenylnaringenin und Isoxanthohumol. 
[0030] Die erhaltenen Extrakte konnen zusammen mit ublichen pharmazeutisch vertraglichen Hilfsstoffen zu pharma- 
50 zeutischen Zubereitungen wie Kapseln, Filmtabletten und Dragees verarbeitet werden. Als pharrnazeutische Hiifsstoffe 
werden ubliche Full-, Binde-, Spreng-, Schmier- und Uberzugsmittel fiir Filmtabletten und Dragees sowie Ole und Fette 
als Fullmassen fiir Weichgelatinekapseln verwendet. 

[0031] Die erfindungsgemaBen Extrakte konnen zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustanden verwendet 
werden, die durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch andere hormonelle Dysregulalionen verursacht werden, wie 
insbesondere klimakterische Beschwerden, geschlechtshormonabhangige Krebserkrankungen, benigne Prostatahyper- 
plasie Osteoporose, Alzheimerische Krankheit und Herz-Kreislauferkrankungen. 1m Falle der geschlechtshormonab- 
hangigen Krebserkrankungen konnen die erfindungsgemaBen Extrakte insbesondere zur Prophylaxe und Therapie von 
Brustkrebs, Gebannutterkrebs und Prostatakrebs verwendet werden. 

[0032] Die Dosierung der erfindungsgemaBen Extrakte liegt im Bereich von 0.005 g bis 2 g Extrakt 1- bis 4mal taglich, 
vorzugsweise im Bereich von 0.02 g bis 1 g 1- bis 2mal taglich. Die Dosierung im Einzelfaile ist abhangig vom Krank- 
heitsbild und den individuellen Umstanden des Patienten und kann von dem behandelnden Fachmann entsprechend den 
jeweiligen Bedurfnissen angepasst werden. 

[0033] Die nachstehend angegebenen Beispiele eriautern die Erfindung und sind nicht beschrankend aufzufassen. Alle 
Prozentangaben beziehen sich auf das Gewicht, falls nichts anders angegeben ist. 
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Vcrglcichsbeispiel 

Herstellung eines 96% (g/g) Ethanolcxtraktcs ohne vorhcrigc Enlfcttung 

|0034] 50 g der Hopfendroge (Sorte "Hallcrlauer Magnum") wurden mil 500 g 96% (g/g) Ethanol verselzi und mil dem 
Uliraturrax zerkleinert. Es wurde 1 h bei 60°C extrahiert. AnschiieBend wurdc uber eincn Seitz 1500 Filler filtriert. Die 
Drogc wurde noch weitere 2 Male auf dieselbc Weise extrahiert. Die vercinigten Extraktlosungcn wurden am Rotations- 
verdampfer voni Ethanol befreit und uber Nacht im Vakuumtrockenschrank bei 50°C getrocknet. Aus der Trocken masse 
wird der Gehait an charakteristischen Inhaltsstofren per nachstehender HPLC-Methode erntittelt. 



Saule 


LiChrospher 100 5 pm. 250 x 4 mm 


Eluens 


A: 1000 ml bidest Wasser/ 3 ml Phos- 
phorsaure (85%)/ 2 ml Triethylamin 
B: 1000 ml Acetonitril / 3 ml Phos- 
phorsaure (85%) / 2 ml Triethylamin / 
60 ml bidest Wasser 


Gradient 


40% B auf 70% B in 30 min; 70% B auf 
100% B in 10 min 


Fluft 


1,2 ml /min 


Detektion 


Diodenarray 



Ausbeute 96% (g/g) Ethanol-Extrakt): 18,38 g => 36,8% 
HPLC-Gehall an Hopfen a-Bitlersauren: 19,8% 
HPLC-Gehalt an Hopfcn 0-Bittcrsaurcn: 4,2% 
HPLC-Gehalt an Xanthohumol: 1,3% 

HPLC-Gehalt an 6- und 8-Prenylnaringeninen, sowie an Isoxanthohumol: unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,01%). 

Beispiel la 

Herstellung eines Hopfenextraktes (Extaktion mit CO2 und anschiieBend Wasservorextraktion bei 90°C) 

Serielle Extraktion mit uberkritischem CO2, Wasser und 92% (g/g) Ethanol 

[0035] 80,6 g einer Hopfendroge, die zuvor mit uberkritischem CO2 vorextrahiert worden war (Bedingungen: Vermah- 
lung auf 10 mm KorngroBe, Extraktion mit CO2 bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer Ausbeute von 
30%), wurden mit 960 g Wasser zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren -1 Stunde bei 90°C extrahiert. An- 
schiieBend wurde der Wasserextrakt uber ein Seitz Supra Filter 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte Drogenruckstand 
wurde dann mit je 2 mal 800 g 92% (g/g) Ethanol jewei Is 1 Stunde bei 60°C extrahiert. Es wurde dann uber Seitz Supra 
1500 abfiltriert und die Extrakdosung am Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C von-Etlia- 
nol befreit und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet. 

Ausbeuten 

Riickstand aus Wasserextraktion: 18,96 g (23,5%) 
Riickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extraktion: 9,83 g (12,2%) 
HPLC-Gehalt an Hopfen a-Bittersauren: 2% 
HPLC-Gehalt an Hopfen ^-Bittersauren: 0,5% 
HPLC-Gehalt an Xanthohumol: 5,83% 
HPLC-Gehalt an 6-Prenylnaringenin: 0,63% 
HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin: 0,21% 
HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol: 0,42% 

Beispiel lb 

Herstellung eines Hopfenextraktes (Extraktion mit C0 2 und anschiieBend Wasservorextraktion bei 90°C) 

Serielle Extraktion mit uberkritischem C0 2 , Wasser und 92% (g/g) Ethanol 

[0036] 504,26 g einer Hopfendroge, die zuvor mit uberkritischem CO7 vorextrahiert worden war (Bedingungen: Ver- 
mahlung auf 10 mm KorngroBe, Extraktion mitC02 bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer Ausbeute von 
30%), wurden mit 6 kg Wasser zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren 1 Stunde bei 90°C extrahiert. An- 
schiieBend wurde der Wasserextrakt uber ein Seitz Supra Filter 1 500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte Drogenruckstand 
wurdc dann mit je 2 mal 5 kg 92% (g/g) Ethanol jeweils 1 Stunde bei 60°C extrahiert. Es wurde dann uber Seitz Supra 
1500 abfiltriert und die Extraktlosung am Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C von Etha- 
nol befreit und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet. 
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Ausbeuten 

Riickstand aus Was sere xtrakt ion: 105,9 g (21%) 

Riickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extrakiion: 6937 g (13,8%) 
5 HPLC-Gehalt an Hopfen a-Biltersauren: 1% 

HPLC-Gehalt an Hopfen P-Bittersauren: 0,5% 

HPLC-Gehalt an Xanthohumol: 4,41% 

HPLC-Gehalt an 6-Prenytnaringenin: 0,49% 

HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin: 0,15% 
iu HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol: 0,6% 

Beispiel 2 

Herstellung eines Hopfenextrakt.es (Extraktion mit CQ? und anschlieBend Wasservorextraktion bei 60°C) 

Serielle Extraktion mit uberkritischeni C0 2 , Wasser und 92% (g/g) Ethanol 

[0037] 80,36 g einer Hopfendroge, die zuvor mit uberkritischeni C0 2 vorexirahiert worden war (Bedingungen: Ver- 
mahlung auf 10 mm KorngroBe, Extraktion mitC0 2 bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer Ausbeute von 
20 30%), wurden mit 964 g Wasser zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren 1 Stunde bei 60°C extrahiert. An- 
schlieBend wurde der Wasserextrakt uber ein Seitz Supra Filter 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte Drogenruckstand 
wurde dann mit je 2 mal 800 g 92% (g/g) Ethanol zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren jeweils 1 Stunde 
bei 60°C extrahiert. Es wurde dann uber Seitz Supra 1500 abfiltriert und die Extraktlosung am Rotation sverdampfer bei 
einer Wasserbadtemperatur von 55-65 °C von Ethanol befreit und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet. 

25 

Ausbeuten 

Riickstand aus Wasserextraktion: 17,91 g (22%) 

Riickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extraktion: 9,95 g (12,4%) 
30 HPLC-Gehalt an Hopfen a-Bittersauren: 1,58% 

HPLC-Gehalt an Hopfen P-Bittersauren: 0% 

HPLC-Gehalt an Xanthohumol: 6,1% 

HPLC-Gehalt an 6-Prenylnaringenin: 0,4% 

HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin: 0,09% 
35 HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol: 0,21% 

Beispiel 3 

Herstellung eines Hopfenextraktes (Extraktion mit Heptan und anschlieBend Wasser bei 90°C) 

40 

[0038] 247,6 g Hopfendroge wurden mit dem 7fachen Gewicht zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren 1 
Stunde extrahiert. Nach Abfiltrieren der heptanischen Extraktlosung uber Seitz Supra 1500 wurde noch ein zweites Mal 
in der gleichen Weise extrahiert. Danach wurde der erhaltende Drogenruckstand im Vakuumtrockenschrank vom Heptan 
befreit. Der trockene Drogenruckstand (205 g) wurde sodann mit der 12fachen Gewichtsmenge Wasser versetzt und 
45 wahrend 1 Stunde bei 90°C gehaiten. Danach wurde emeut abfiltriert und der noch leicht feuchte Drogenruckstand mit 
der lOfachen Gewichtsmenge 92% (g/g) Ethanol unter Ruhren zweimal extrahiert. Es wurde dann uber Seitz Supra 1500 
abfiltriert und die Extraktlosung am Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C von Ethanol be- 
freit und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet. 

50 Ausbeuten 

Heptanextrakt: 26,4 g (10,7%) 
Wasserextrakt: 41,1 g (16,6%) 
92% (g/g) Ethanolextrakt: 52,0 g (21,0%) 

55 

Beispiel 4 

Abhangigkeit des Gehaites an 6-Prenyl-, 8-Prenylnaringenin und Isoxanthohumol von der Temperatur der Wasservorex- 
traktion 

60 

Extraktion 

[0039] Ca. 80 g einer mit CO2 vorextrahierten Hopfendroge wurden mit dem 12fachen Gewicht an Wasser zunachst 
5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren 1 Stunde bei 60, 70, 80, 90 und 95°C extrahiert. AnschlieBend wurde der 
65 Wasserextrakt uber ein Seitz Supra Filler 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte Drogenruckstand wurde dann mit je 2 
mal 800 g 92% (g/g) Ethanol zunachst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter Ruhren jeweils 1 Stunde bei 60°C extrahiert. 
Es wurde°dann uber Seitz Supra 1 500 abfiltriert und die Extraktlosung am Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtem- 
peratur von 55-65°C von Ethanol befreit und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet. 
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|0040] Die in dcr Fig. 1 graphisch,dargcstelllen Ergcbnissc zcigen einc dcutliche Abhangigkeit der Konzentration der 
analysierten prenylierlen InhallssiotTc von der Tempera! ur der Wasscrvorextraktion. 

Bcispicl 5 

Priifung der Hopfenexiraklc auf dstrogenc Akti vital 

|0041] Zur Priifung von individuellen Ex traktinhaltsst often, einem Vergleichsextrakt und einem erfindungsgemaBen 
Extrakt auf Weehselwirkungen mil dem humanen Ostrogenrezeptor alpha (ER-a) bzw. beta (ER-p) wurde ein kompeti- 
tiver Rezeporbindungsassay durchgeftihrl. Dabei vvird zunachst radioaktiv niarkiertes Ostradiol an den humanen Ostro- 
genrezeptor gebunden und anschlieBcnd mil der zu untersuchenden Testsubstanz behandelt. Ein der ostrogenen Potenz 
der Probe enisprechender Anteil an niarkiertem Ostradiol wird dabei verdrangt. Uberschussiges Ostradiol wird nach Bin- 
dung des Komplexes an Hydroxylapatit herausgewaschen. Die Ostrogenrezeptor ER-a und ER-P wurden kauflich als re- 
kombinante humane Rezeptoren erworben. Die Testansatze bestanden jeweiis aus 1000 ul TEDG-Puffer (10 niM Tris, 
1.5 mM EDTA, 10% Glycerol, pH 7,5), 5 ul Rezeptor (200 mM), 10 ul 3H-OstradioL und 10 ul Ethanol (Korrtrollwert), 
10 pi Diethylstilostrol (100 mM, Positivkontrolle) oder 10 ul Extrakt bzw. Extraktin halt ss toff. Die Ansatze werden vor- 
sichtig durchmischt und fur ca. 16 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wird 250 ul 
Hydroxylapatit (HAP) zugefiigt, um die Proteine zu adsorbieren. Wahrend einer Inkubationsphase von 15 Minuten wer- 
den die Ansatze alle funf Minuten mit der Hand durchmischt Der Niederschlag wird bei 10 000 rpm fur einige Sekunden 
scharf abzentrifugiert und der Uberstand wird abpipettiert. Das Pellet wird dreimal mit je 1000 ul TEDG Puffer gewa- 
schen und zur Messung mit 1000 ul Ethanol versetzt, aufgeschlammt und in ein Szintillationsvial uberfiihrt. Nach Zug- 
abe von 9 ml Szintillatorflussigkeit (Ready Safe, Beckmann) erfolgt eine Messung iiber das gesamte 3 H-Fenster in einem 
Beckmann Beta-Counter. 

[0042] Die Charakterisierung der Bindungskapazitaten der Testsubstanzen erfolgt iiber die Bestimmung der ED 50 " 
Werte aus den Dosis-Wirkungskurven der Ostradiolverdrangung. Die Ergebnisse sind in der Tab. 1 zusammengestellt 
und demonsuieren fur alle untersuchten Inhaltsstoffe polente Weehselwirkungen mil beiden Oslrogenrezeploren. Uber- 
raschcndcrwcisc crwics sich dcr crfindungsgcmaBc Extrakt als wcscntlich starker wirksam als anhand dcr Aktivitatcn dcr 
einzelnen Inhaltsstoffe zu erwarten ware. Im Gegensatz dazu zeigte der Vergleichsextrakt eine Aktivitat an beiden Re- 
zeptoren, die mindestens lOfach unterhalb der des erfindungsgemaBen Extraktes lag. 

Tabelle 1 
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Bindung von Extrakdnhaltsstoffen, einem erfindungsgemaBen Extrakt und einem Vergleichsextrakt an den humanen 
Ostrogenrezeptor alpha (ER-a) bzw. Ostrogenrezeptor- beta (ER-P) 



Substanz 


ED 50 [pg/ml] 
ER-a ER-13 


Relative Potenz 
ER-a ER-B 


Rel. Potenz ER-a 
Rel. Potenz ER-B 


!7P-OstradioI 


507 


400 


1 


1 


1 


8-Prenylnaringenin 


4.6x10" 


1.0x10 s 


1 . 1 x 1 0 2 


4.0x1 0" 3 


2.72 


6-Prenylnaringenin 


1.6xl0 6 


4.6x1 0 5 


3.2x10" 


8.7x1 0" 


0.37 


Isoxanthohumol 


2.0x1 0 6 


8.5x1 0 5 


2.5x10" 


4.7x1 0" 


0.54 


Xanthohumol 


2.0x1 0 6 


1.2xl0 6 


2.5X10- 4 


3.3x1 0" 4 


0.78 


Erfindungsgemalier 
Extrakt 


3.9x10 s 


2.7x10 s 


1.3xl0" 3 


1.5x1 Or 3 


0.87 


Vergleichsextrakt 


4.0x1 0 6 


4.3xI0 6 


1.3X10" 4 


9.4x1 0 5 


1.33 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



10043J Die Priifung von Extxakten auf ostrogene Eigenschaften erfolgte aulierdem mit einem Reportergen- Assay unter 
Verwendung von Hefezellen (Saccharomyces). Die Zellen sind stabil mit dem humanen a-Ostrogenrezeptor und einem 
Expressionsplasmid, das ein Ostrogenresponse-Element und das Gen fiir das Enzym (3-Galaktosidase enthalt, transfi- 
ziert. Alle Proben wurden in einer Konzentration von 20mg/ml in DMSO gelost und unverdiinnt oder nach Verdiinnen 
mitDMSO im Verhaltnis 1/10, 1/100 oder 1/1000 in einem Volumen von 1 pi zu lOOul Kulturmedium in 96- Well Flach- 
boden-Mikrotiterplatten gegeben. AnschlieBend wurden 100 yil Hefesuspension und das chromogene Substrat Chlorp- 
henolrot-(J-D-Galactopyranosid zugefugt. Auf jeder Platte wurden zur Kontrolle Wells vorbereitet, in die nur Kulturme- 
dium bzw. das Losungsmittel eingefiillt wurde oder die die Standardkonzentrationen von 17P-0stradiol enthielten. Die 
Hefezellen wurden 72 h bei 32°C inkubiert und dann wurde die Absorption des Mediums bei 540 nm in einem Mikroti- 
tierplatten-Photometer gemessen. Die Proben wurden teilweise zweifach gepruft. 
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Ergebnisse 





Probe 


Aktivitat 




96% (g/g) Ethanol-Extrakt 
gemaft Vergleichsbei spiel 


inaktiv 




92% (g/g) Ethanol-Extrakt 


aktiv 




gemafr Beispiel la 






92% (g/g) Ethanol-Extrakt 


aktiv 


15 


gemaft Beispiel 2 





[0044] Die Ergebnisse des Assays sind in Fig. 2 dargestellt. Als "aktiv" werden hierbei jene Extrakte bezeichnet, deren 
Aktivitat im Vergleich zur 17|^Ostradiol-Standardkurve significant oberhalb der Background- Werte (entspricht etwa 
10% der maximalen Stimulation) lag. 

20 

Patentanspriiche 

1. Hopfenextrakt, gekennzeichnet durch einen Gehalt an a-Bittersauren von mindestens 0,5%, vorzugsweise 
mindestens 1%, an Xanthohumol von mindestens 2%, vorzugsweise mindestens 3% und an prenylierten Flavonen 

25 von mindestens 0,5%, vorzugsweise mindestens 0,7%. 

2. Hopfenexirakt nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die prenylierten Flavone 6-Prenylnaringenin, 8- 
Prcnylnaringcnin und Isoxanthohumol umfasscn. 

3. Verfahren zur Gewinnung eines Hopfenextrakts, umfassend die Schritte: 

(a) ein- oder mehrmaliges Extrahieren einer Hopfendroge mit einem C 5 -C 7 -Alkan oder uberkritischem CO2 
30 und Abtrennen des Drogenriickstandes von der Extraktionslosung; 

(b) ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenriickstandes aus Schritt (a) mit Wasser und Abtrennen des 
Drogenriickstandes; 

(c) ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenriickstandes aus Schritt (b) mit einem Losungsmittel ausge- 
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Alkoholen, wassrigen Alkoholen, Ketonen, wassrigen Ketonen und Estern 

35 sowie Filtrieren der erhaltenen Extraktionslosung; und 

(d) Entfemen des Losungsmittels aus den in Schritt (c) erhaltenen vereinigten Extraktlosungen und Trocknen 
des erhaltenen Ruckstands. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, wobei in Schritt (a) ein-, zwei- oder dreimal extrahiert wird. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 3 oder 4, wobei das Losungsmittel in Schritt (a) ausgewahlt ist aus der 
40 Gruppe bestehend aus n-Pentan, n-Hexan und n-Heptan. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, wobei das Losungsmittel in Schritt (a) n-Heptan ist. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspruche 3 bis 6, wobei die Extraktion in Schritt (b) zwischen 60 und 95°C, vor- 
zugsweise bei etwa 90°C erfolgt. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspruche 3 bis 7, wobei das Losungsmittel in Schritt (c) ausgewahlt ist aus der 
45 Gruppe bestehend aus Methanol, wassrigem Methanol, Ethanol, wassrigem Ethanol, Aceton, wassrigem Aceton 

und Ethylacetat. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, wobei das Losungsmittel in Schritt (c) ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus 80-96% (g/g) Ethanol, 74-99% (g/g) Methanol und 60-99% (g/g) Aceton. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 8 oder 9, wobei das Losungsmittel in Schritt (c) 92% (g/g) Ethanol ist. 

50 11. Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei das Losungsmittel in Schritt (a) n-Heptan ist und das Losungsmittel in 

Schritt (c) 92% (g/g) Ethanol ist. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei das Losungsmittel in Schritt (a) iiberkritisches CO2 ist und das Losungs- 
mittel in Schritt (c) 92% (g/g) Ethanol ist. 

13. Pharmazeutische Zubereitung, umfassend einen Extrakt gemaB Anspruch 1 oder 2 und ubliche pharmazeuti- 
55 sche vertragliche Hiifsstoffe. 

14. Verwendung eines Extrakts nach Anspruch 1 oder 2 oder einer pharmazeutischen Zubereitung nach Anspruch 
13 zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustanden, die durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch eine 
Dysregulation des Geschlechtshormonstoffwechsels, insbesondere Ostrogenstoffwechsels verursacht werden. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Krankheitszustande aus der Gruppe bestehend aus kiimakterischen 
60 Beschwerden, geschlechtshormonabhangigen Krebserkrankungen, benigner Prostatahyperplasle, Osteoporose, 

Alzheimerscher Krankheit und Herz-Kreislauferkrankungen ausgewahlt sihd. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die geschlechtshormonabhangigen Krebserkrankungen aus der Gruppe 
bestehend aus Brustkrebs, Prostatakrebs und Gebarmutterkrebs ausgewahlt sind. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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